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Escherichia col¡ on suol¡ston normaalíflooraan kuuluva, myÕs tutkimuksessa eniten kåytetty
bakteeri. Se on myÖs patogeeninen bakteeri aiheuttaen suolistoinfektioita, virtsatien tulehdusta,
verenmyrlqftystä já piènteñ lasten aivokalvontulehdusta. Bakteereilla on pinnallaan erila¡sia
patogeenisy¡een vaikuttavia adhesiivisia rakenteita, iotka ovat merk¡ttåviå infektion varhaisessa
vaiheessa bakteerin kiinnittyesså spesifisesti pintoihin.
Erås näistå adhesiivisista rakente¡sta on S-fimbria, jonka on havaittu olevan mukana erityisesti
vastasyntyneiden aivokalvontulehdusta ja verenmyrkytystå aiheuttavissa E.col'rkannoissa. S-
fimbrioiden tiedetåån tarttuvan kohdesolujen glykoproteiinien siaalisokerirakenteisiin. SfaS'proteiini
on sitoutumisesta vastaava adhesiini, joka on yhtenä taí ehkå muutamana kopiona
f imbriaf ilamentin päassä.
TyÖn tarkoituksena oli kartoittaa SfaS-proteiinin se kohta, ioka on vastuussa sitoutumisesta.
lrienetetmänå tåhän kåytettiin flagelladisplayta. Flagellat ovat bakleerien liikkumiseen tarkoitetut
pitkåt, ohuet ulokkeet, joiden rakenteellisena pååkomponenttina on filamenttiproteiini FliC. Tåmå
þroteiini sisåltåå sekvenssinsä keskiosassaan vaihtelevan alueen, joka voidaan poistaa tai korvata
toisella sekvenssillä sen vaikuttamatta flagellan rakentamiseen.
Eri kokoisia osia sfaS-geenistä kloonattiin f/iO-geenin vaihtelevan osan tilalle. Nämå alueet
ilmennettiin proteiiniksi FliO-proteiinin mukana flagellafilamenttiin, iossa ne tuhansina kopioina
antoivat ftagólloitle uuden antigeenisen ominaisuuden. Nåiden kimeeristen flagellojen antigeenísia
ominaisuukõ¡a tutf¡tt¡¡n immuñoblottauksella, immunoelektronimikroskopíalla la ELlSAlla, ioílla
selvitettiin SfaS-proteiinin osien tunnistamista vasta-aineen avulla. Nåillå osoitettiin vieraan
proteiinin sijoittuminen flagelliiniin sekå sen laskostuminen tunnistettavaan muotoon.
Kimeeristen flagellojen toimivuutta eli SfaS-spesifistã sitoutumista tutkittiin esimerkiksi
lmmunotektron¡mlkroðkopialla ja ELlSAlla, joissa oli mukana glykoproteiineja, joihin.S-fimbrioiden
tiedetåän sitoutuvan lit¡ten 
-laminiini, fibronektiini, Tamm-Horsfall-glykoproteiini ja fetuiini.
Kudostasotla flagellojen sitoutumista testattiin adheesiolla munuaisohutleikkeisiin, ioiden
rakenteissa tiedetáan olevan glykoproteiineja. Näisså kokeissa voitiin todeta osan konstrukteista
sitoutuvan toisia paremmin S-fimbrioille spesifisiin kohtiin kudosrakenteissa.
Kimeeristen flagellojen sitoutumisessa havaittiin tiettyjen konstruktien toimivan toisia paremmin.
Nåmå olivat kuiienkín suuria inserttejä sfaS-geenistä, joten tiettyå sitoutumisesta vastaavaa kohtaa
ei voitu selvittåå. Tåmå voi myös osoittaa sitå, ettâ sitoutumisesta vastaava kohta voi koostua
laskostuneessa muodossa sekv-enssin eri osista. Toisena huomioonotettavana seikkana oli SfaS-
proteiinin kaksi kysteiiniå, jotka mahdollisesti muodostavat keskenään rikkisillan vaikuttaen nåin
þroteiinin laskostumiseen.- Flagellat eivåt pysty muodostamaan rikkisiltoþ, sillå ne tehdåän
bakteerin sotuvålitilassa, johoñ flagellaproteiinit eivåt koskaan påådy. Erås flagelladisplayn
parantamiseksitåhtååvå mônetelmä voisiolla rikkisiltojen tekemínen proteiiniin in vitro.
Menetelmånå flagelladisplay mahdollistaa usein alhaisen affiniteetin omaavien adhesiivisten
rakenteiden trlkimisen 'heipommin esimerkiksi suuren kopiomäärån ja flagelloien helpon
